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@ Nouveaux derives a-D-oIigonucleotides* leur preparation et leur emploi. 



@) Nouveaux dSriv^ constitu^ par un a-D-oligonucl6otide 
ou un a-D-o(igod6soxynucl6otide comportant un enchatnement 
d'a>D*nucl6otides ltd par une liaison covalente d un radical 
intercalant et/ou un radical chlmique rdactif et leur prepara- 
tion. 

Ces composes sont utHisables comme nucleases artificielies 
sp^cifiques de sequences d'addes nuddlques. lis peuvent dtre 
utilise pour bloquer sdlectivement I'expression d'un gdne 

1^ pr6alablement choisi en agissant solt sur llnfarmation g6n6- 

^ tlque soit sur les ARNs messagers. 
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La presente Invention concerne de nouveaux derives d*a«D- 
-ollgonucliotides* leur preparation et leur emplol notamment cotnme 
sondes permettant la ditection d^iine sequence dgfinle d'addes 
nucliiquess comme nucleases artif icielles spScifiques de sequences 
5 d*ADN ou d*AEtN ou bien comme agents de blocage sSlectif de 1* expres- 
sion d*un g^ne qu*il soit endogene (par exemple* g^e oncogene) ou 
exogene (par exemple ADN ou ARN de virus, de parasites ou de bacte- 
ries) . 

Dans les demandes de brevet francais FR 8301223 
10 (2 540 122) et FR 8411795 (2 568 254) ont gtg dgcrits des composes 
chimiques const ituSs par un oligonucl€otide ou un oligod^soxynuclSo-* 
tide comportant un enchalnement de nucleotides naturels ou modifies, 
c'est-a-dire des P-D-nucleotides, sur lequel se trouve fixe par une 
liaison covalente au moins un groupe intercalantj qui possedent la 
15 propriStS de bloquer selectivement I'expression d'un gene et qui* de 
ce fait a sont particuli^rement utiles en thSrapeutique comme 
substances antivirales» antibiotiques , ant ipar as it aires ou antitumor 
rales . 

Dans la demande Internationale PCT WO 83/01451 a ete 
20 decrite une mithode pour bloquer la traduction de 1*ARN messager 
(mRNA) en protiine par hybridation du niRNA avec un oligonucleotide 
ayant la sCquence complement aire du mBNA» I'ollgonucieotide etant 
stabilise sous forme phosphotriester. 

II a maintenant ete trouve, et c'est ce qui fait I'objet 
25 de la presente invention, que des derives d'a-D-nucleo tides forment 
des complexes d * hybridation avec les sequences complementaires d*ARK 
beaucoup plus stables que ceux formes avec l^ADN et que,- vis-^-vis 
des ARNs, les derives d*a-D-nucleotides fozment des complexes 
d 'hybridation plus stables que les derives de P-D-nucieotides 
30 nature is. 
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Les nouveaux dirives selon 1' invention sont constltuSs par 
un analogue d* oligonucleotide ou d'ollgodesoxynucleotide comportant 
un enchainement d'anom^res a de D«-nucl€otldes Sventuellement 11& par 
una liaison covalente I un radical intercalant et/ou d un radical 
3 chimique porteur d*une fonction rSaglssant dlrecteraent ou Indirecte- 
ment avec les chaines de nucleotides ("radical chimique r^actif") 
et/ou d*un marqueur dont la presence permet une detection facile, le 
radical chimique pouvant Sgalement constituer le radical interca- 
lant. 

10 Les nouveaux dirivSs d*a-I)-ollgonucl€o tides selon la 

presente invention sont les prodtxits de formule gSnSrale : 
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dans laquelle : 

- les radlcauac B, Identiques ou dlf£€rents» repr^sentent 
chacun une base nuclelque naturelle ou iiiodi£lee actlvable et/ou 
comportant un groupement Intercalanty 

- les radicaux X, Identiques ou dlff grants, reprisentent 
chacun un oxoanlon 0~, un thioanlon s", un radical alkyle ou alcoxy 
substltue eventuellement par un hit^rocycle azote* un radical 
amlnoalkyle, un radical amlnoalcoxy ou un groupement -Y-Z» 

- L represent e un atome d*oxyggne ou de soufre ou un grou- 
pement -NH-, 

- J reprSsente un atome d'hydrogSne ou un radical hydroxy » 

et 

- n represente un nombre entler qui peut etre €gal 3 zero* 
etant entendu que» 

- lorsque L represent ant un atome de soufre ou un groupe- 
ment -NH-, les radicaux R et R', Identiques ou dlffSrents* represen- 
tent chacun un atome d*hydrog§ne ou un groupement -Y-Z ou Y'-Z' dans 
lequel Y et Y', Identiques ou dlffSrents, reprSsentent chacun un 
radical alcoylene droit ou ramlfle (-alk-) ou un radical 

EE E E 

I I I I 

-p-S . -P-0-alk-» -P-S-alk ou -P-alk- dans lequel E a les memes 

>' fl t H 

0 0 0 0 

significations que X, ou un radical -alk-O-alk- ou un radical 

E 
I 

-alk-CO-NH-alk- ou un radical -P-O-alk-NH-CO-alk- ou un radical 

E 0 
-P-O-alk-CO-NH-alk-, et Z et Z*» Identiques ou dlffgrents» reprSsen- 

tent chacun un radical correspondent ^ un agent d * Intercalation ou 
un radical porteur d'une fonctlon qui riaglt dlrectement ou indlrec- 
tement avec les chaines de nucleotides ou un radical dont la pre- 
sence permet une detection facile* 
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- lorsque L representant un atome d'oxygene, les radicaux 
R et R*» identiques ou dlfferents, reprisentent chacun un atome 
d'hydrogene ou un groupement -Y-Z- ou T^-Z* dans lequel T, 7*^ Z et 
Z* sont d&finis comme pricSdemment » Stant entendu que l*un au noins 
3 des radicaux R et R* contlent un radical intercalant ou un radical 
chlmique rSactif , 

•* lorsque L representant un atome d*oxyg§ne» R et R' 
representent chacun un atome d'hydrogene et B represente une base 
nudilque modlf lie actlvable. - 
10 11 est entendu que» dans ce qui prScide et ce qui suit* 

les a*D-nucl€osldes (a-B) correspondent 1 la represent at Ion 
sulvante : 




J 



0-(3') 

La formule genSrale (I) represente un enchalnement 
13 d'a-D-nudio tides Identiques ou dlffSrents et le nombre n+2 Indlque 
le nombre d'a-D*nuclSosldes contenus dans la mol€cule. De prSf^ren- 
ce, n est comprls entre l et 50 et* plus partlcullirement entre 1 et 
25. 

Les prodults de formule gen€rale (I) seront designes par 
20 la suite par 1* expression a-D-oligonucleotides afin de prSciser que 
les Elements constltutlfs sont des a-D-nucl€osldes et non pas des 
^.^-nucleosides qui sont presents dans les acldes nuclilques 

m 

naturals • 

Les agents d * intercalation sont des prodults connus dans 
23 les techniques relatives aux acldes nudSiques ; ce sont des compo- 
ses capables de *'s * Intercaler" dans la structure des ADN ou des ARN, 
c'est-a-dlre capables de s* insurer entre les plateaux de base des 
acldes nudeiques. 
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Les agents d' intercalation sont gengralement cholsis parml 
les composes polycycllques ayant une configuration plane tels que 
l*acrldlne et ses dirlvis* la furocoumarlne et ses d€rlv&s» la 
daunomyclne et les autres dtelvis de I'anthracyclinep la l»10-phS- 
nanthrollne* la phSnanthridine et ses dSrlv^s^ la proflavine, les 
porphyrlnes, les d^rlvSs du dipyrldo [1,2-a : 3',2*-d] imidazole, 
I'elllptlclne ou l*elllptlclnlum et leurs derives et le diazapyr^ne 
et ses derives. 

Les radlcaux chlmlques rSactlfs sont des radicaux pouvant 
reaglr dlrectement ou Indlrectement avec une chatne de nucleotides 
pour former une liaison covalente ou pour la modifier chlmlquement 
ou pour la couper. De pr€f€rence, ces radlcaux chlmlques rSactlfs 
sont actlvables, par exemple, par vole chimique, biochimique ou 
pho tochimique • 

Les radlcaux reactlfs actlvables sont g^nSralement cholsis 
parml 1 ' acide Sthyl toe-dlamlne-tStraacgt ique , 1 ' adde diethyl toe- 
-triamine"-pentaac6tlque, les porphyrlnes, la l«IO-phSnanthroline, 
l'a2ldo-4 acetophenone, 1 ' €thylene-lmlne , la P-chloroethylamlne et 
leurs dSrives, et les composes aromatlques absorbant les radiations 
du proche ultra-violet ou du visible ou pouvant reaglr chlmlquement 
avec les constituants nudSiques. 

Plus partlcullSrement, les radlcaux chlmlquement actlva- 
bles en presence d^lons mStalliques, d'oxyg^ne et d*un agent reduc- 
teur (adde €thylSne-dlamine-t€traacgtique, acide dlethylene-tria- 
mine-pent aacStlque, porphyrine, phenanthrollne) induisent la coupure 
dans des sequences d*acides nud^iques situies dans leur volsinage. 

Par irradiation dans le domaine du visible ou du proche 
ultra-violet, 11 est possible d*activer les dgrlv€s qui absorbent 
ces radiations et de r€allser des reactions de pontage ou des 
reactions photo-lnduites (coupure et modification des bases nudSi- 
ques) des acides nucliiques sur lesquels est flxg I'a-D-oIigonudgo- 
tlde porteur du groupement activable. 
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Farm! les radlcaux Z et Z' peuvent etre plus particuliSre- 
nent citSs : 

- les radlcaux dgrlvis de l*aclde gthylfoe-dlamine-tgtra- 
ac^tlque de foxmule : 




taac&tiquej 



- les radlcaux derives de I'adde diSthylexie-trianilne-pen- 

- les radlcaux dSrlvis de la m^thylpyrroporphyrlne de 
formule : 



-NH 




C2H3 



- les radlcaux dSrlvSs de la phSnanthrollne de formule : 
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les radlcaux derives de I'acrldine 




OMe 



les radlcaux dirlvis de la proflavine 



R 




OTOTO 



I 

H 



R representant un groupement amino (NH2) ou azldo (N^) 



les radlcaux derives de la blotine 



EN^ ^NH 



0 

les radlcaux dgrlvSs de l*azldo-4 acitoph§none de 
formule : 

K3 -<f^^C-CH2- 
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Le radical B est, de preference, choisl parmi les bases 
nucl€lques naturelles (thymine, adenine, cytosine, guanine, uracile) 
mais il est possible d*utiliser des bases nucliiques modifi€es. . 
Peuvent etre citis l*amino-2 adenine et ses derives substituis, par 
5 exemple, sur I'atome d' azote par un radical aminoalkyl^ne ou par 
un radical azidophinylalkylene, la guanine substitute sur I'atome 
d'oxyg^ne 0^, par exemple, par un groupement ((i)-alkylSne)-9-acridi- 
ne, la (a»-aminoalkyl)-amino-8-adtnine et ses dtriv§s substitues sur 
le radical amino en par un groupe acrldine, ou les dirivSs haloge* 
10 nSs ou azidis tels que le broma-5 uracile, l*azldo*8 adenine, la 
7-dtazaadenine, la 7*dgazaguanine. II est possible egalement d'uti-. 
liser des d§riv€s des bases nucleiques comportant un groupement 
intercalant ou un groupement chimiquement ou photochimiquement 
activable. 

13 Be preference, le radical X represente un oxoanion. 

Cependant, le radical X pent representor un radical alkyle contenant 
1 S 7 atomes de carbone (mithyle, Sthyle, propyle) , un radical 
alcoxy dont la partie alkyle contient I a 7 atomes de carbone 
(methoxy, ethoxy, dimethyl-2,2 propyloxy) , un radical aminoalkyle ou 

20 aminoalcoxy de formule generale Rj^R2^'"^^^~^" dans laquelle A repre- 
sente une liaison ou un atome d'oxygene, -alk- represente un radical 
alkyline contenant 1 d 10 atomes de carbone et et identiques 
ou diffSrents, reprSsentent un atome d*hydrogene ou un radical 
alkyle contenant 117 atomes de carbone ou forment ensemble avec 

25 I'atome d' azote auquel ils sont liSs un heterocycle azote sature 1 5 
ou 6 chainons, etant entendu que le groupement R^R2N- peut etre 
quatemarisS, ou un radical alcoylthio dont la partie alcoyle 
contient 117 atomes de carbone. 

La present e invention conceme Sgalement les produits de 

30 formule gSnerale (I) sous forme de sels avec des bases ou des acides 
mlngraux ou organlques, sous forme ractmlque ou sous forme d*isoml* 
res R ou S optiquement actifs purs ou en melange. 
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Parml les .prodults de fonmile gSnSrale (I) plus partlcu- 
lierement interessants peuvent Stre clt€s : (Tp)^T] (Y^)Z^ ; 
22(Y2)a-t(Tp)J] ; Z2(Y2)a-C(Tp)^T](Y^)Z^ ; Z2(Y2)a-d(CpCpTpTpApTp- 
ApTpT) ou A est un radical a-D-desoxyadenoslne, C est un radical 
5 a-D-desoxycytid±ne, T est le radical a-D-thymldlne, n est un nombre 
entler comprls entre 1 et 25 et et representent un radical 
alcoylene contenant 1 I 10 atomes de carbone et et Z2 represen- 
tent chacun un derive de l*acrldlne ou un dSrlvi de la proflavine ou 
un dSrlvS de la 1 » lO-ph&anthrollne ou un derivS de l*azldo*4 

10 acStophenone ou un derlv€ de 1*EDTA ou un derive de la blotine. 

Les nouveaux prodults de formula generale (I) peuvent etre 
prepares par vole chlmlque par des procedis connus et» en partlcu- 
ller» ceux qui sont dScrlts dans les demandes de brevets frangais FR 
8301223 (2 540 122) et FR 8411795 (2 568 254). 

13 Selon la presente invention, on peut preparer les dSriv^s 

totalement proteges et elijiilner les groupements protecteurs. Les 
prodults de fonnule generale (I) peuvent aussl etre obtenus en 
preparant, dans une premiere etape» les derives non proteges compor- 
tant. par exemple> un groupement thlophosphate a I'une des 

20 extrimltgs 3' ou 5' ou aux deux extrgmlt^s 3' et 5' de la chaine 
d*a-D-oligonucl€o tides puis en condensant le ou les groupe(&) 
thlophosphate (s) avec les d^rlvis Z et/ou Z' porteurs d*un 
groupement halogenoalkyle ou d'un groupement ester alkyli d'un acide 
sulf onique. 

23 Les prodults selon la presente Invention sont constitu€s 

d*une chaine d'a-D-ollgonuclSotldes llee de facon covalente d un 
agent Intercalant ou d un groupe chlmlque rSactlf ou ^ un agent 
Intercalant et vn groupe chlmlque rSactif. Dans ces nouveaux pro- 
dults, l'a-D-ollgonucl§otlde assure la reconnaissance de la sequence 

30 d' acide nuclSique complSmentaire . 1' agent intercalant augmente 
fortement la stability du complexe d* hybridation et le groupe 
chlmlque riactlf conduitt par activation, 21 une reaction de pontage 
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ou E une modification chlmlque ou a tine coupure de la cha£ne d*acl- 
des nuclelques coxnplenentalres • Ces nouveaux prodults permettent 
done d'lndulre des reactions de pontage* de modifier ou de couper 
avec une grande efflcadtS une chaine d*acldes nucl€lques en un site 
3 determine prealablement cholsl. 

Les nouveaux prodults de formule generale (I) selon 
1' invention et les prodults de formule generale (I) dans laquelle L 
represente un atome d'oscygene. R et R* reprSsentent chacun un atome 
d'hydrogSne et B reprSsente un base nucl€lque naturelle forment des 

IQ complexes d 'hybridation avec les sequences coraplgmentalres d'ARN 
beaucoup plus stables que ceux qui sont formes avec I'ADN. La 
stabilite peut etre mesuree par la temperature de deml- trans it ion 
des complexes (T 1/2) lors d'une elevation de temperature. Les 
valeurs de T 1/2 sont determinees H la concentration de lO'^^M en 

23 a-B-ollgonudSotide dans un tampon I pH « 7 contenant du cacodylate 
de sodium (10 et du chlorure de sodium (0»1 M) • Les resultats 
sont rassemblSs dans les Tableaux I et II. 

Cette difference de stabilite des complexes d 'hybridation 
(Tableau I) permet une inhibition pref erentielle des ARNs messagers 

20 et des ARNs viraux sans risque Important de provoquer des effets 
Indeslrables au niveau de I'ADN du genome. 

De plus* vls-a-vls des ARNs, les produits selon 1' inven- 
tion forment geniralement des complexes plus stables que ceux qui 
sont obtenus i partir des derives des ^-D-*nucleo sides naturals. 

23 Selon les resultats du tableau II « les hybrid es formes 

entre les derives a-D-oligonudeo tides de 1' Invention et les sSquen- 
ces d'aclde nucleique comportant une disposition de bases complement 
talres sont beaucoup plus stables lorsque les deux brlns possUent 
la meme orientation que lorsqu'lls sont ant ipar alleles. On entend 

3Q done par sequences d'aclde nudSlque complSmentaires aux d€rlv€s 
a-D-oligonucleotldes de 1' Invention des portions d'aclde nucleique 
comportant des sequences de bases complementalres et orient^es dans 
le meme sens que les a-D-ollgonucleo tides* 
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Les nouveaux produits de formule gSnirale (I) selon 
1* invention et les produits de formule gSnerale (I) dans laquelle L 
repr^sente un atome d'oxygene, R et R' reprisentent chacun un atome 
d*hydrog§ne et B reprSsente un base nudSlque naturelle^ qui pbss^*- 
dent la propri£t§ de se fixer fortement sur la siquence nuclSique 
conpl^mentalre 9 peuvent etre utilises conmie sondes pour detecter la 
prisence d'une chaine de nucleotides complementalres • Cette ditec- 
tion est facllitee par la presence d*un groupe fluorescent ou d*un 
groupe blotlne dans ces molecules. 

Un autre objet de la prSsente invention conceme 1* appli- 
cation des nouveaux produits de formule gte€rale (I) selon 1* inven- 
tion et des produits de formule g§ngrale (I) dans laquelle L repre- 
sents un atome d*oxygene, R et R' representent chacun un atome 
d'hydrogene et B reprisente un base nudelque naturelle au blocage 
specif Ique de genes cellulaires ou d*agents pathogenes prealablement 
choisis (virus > bacteries, parasites)* De par leur configuration, 
les a-D-oligonucl§otides selon 1* invention sont beaucoup plus r^sis- 
tants vis-S-vis des nucleases que les dSrivis de 3-D-nucl 60s ides 
naturels. Cette stabillte vls-a-vis de I'hydrolyse enzymatlque 
permet 1 'utilisation des produits de formule g€nerale (I) dans des 
experimentations in vivo ou in vitro en presence de nucleases. De ce 
fait les G*D-oligonucl€otldes selon 1* invention presentent des avan- 
tages Incontes tables sur les dSrivSs de 0-D-nucl€osides dSjH connus, 

Les nouveaux produits de formule gSnerale (I) selon 
1* invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
represente un atome d'oxygine, R et R* representent chacun un atome 
d'hydrogene et B represente une base nuclSique naturelle sont 
particuli^rement utiles comme midicaments Jiermettant de bloquer les 
gines indgsirables exogSnes (virus* bacteries* parasites) ou endo- 
g^nes (gSnes cellulaires. oncogenes). L' expression de ces genes pent 
etre bloquSe en agissant solt directement sur I'ADN ou I'ARN porteur 
de 1' information genitlque solt sur 1*ARN messager, copie du gene, 
en bloquant alors touts traduction par hybridation ou par hybrida- 
tion puis pontage ou modification ou coupure de l*ARli messager ou 
viral choisi comme cible. 
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Ce blocage peut etre rSallsi en utllisant un prodult de 
formule ggnerale (I) selon 1* invention ou un produit de formule 
ggnSrale (I) dans laquelle L reprSsente un atome d*oxygene, R et R' 
representent chacun un atome d'hydrogSne et B reprisente une base 
5 nuclelque naturelle dont la sequence est complement aire de celle 
d*une region non complex&e d'un ARN ou d*un ADN et, en particulier, 
d'un ARN messager, L 'hybridation, suivie ou non dii pontage, de la 
modification ou de la coupure de 1*ARN messager ou viral, empeche la 
synthase de 1*ARN ou de la proteine correspondante ou 1' expression 

10 dee fonctions virales ou parasitaires . 

Si cet ARK ou cette protiine est vital pour le virus, la 
bacterie ou le parasite, les produits de formule genSrale (I) selon 
1' invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
represent e un atome d*oxygSne, R et R* representent cbacun tin atome 

13 d*hydrogene et B reprisente une base nuclSique naturelle constitue- 
ront des mSdicaments d activiti antivirale, antibacterienne ou 
antiparasitaire. 

Si cet ARN ou cette proteine n'est pas vital pour I'orga- 
nisme, il est possible d*en supprimer s§lectivement les effets. Dans 

20 ce cas, les produits de formule ggnSrale (I) selon 1' invention et 
les produits de formule g€nerale (I) dans laquelle L represente un 
atome d'oxyg&ne, R et R* reprSsentent chacun. un atome d*hydrog§ne et 
B repr€sente une base nudSique naturelle constitueront soit des 
medicaments S activite antitumorale lorsque le gSne vis§ ou son ARN 

23 messager code pour une proteine impliquee dans la transformation 
cellulaire, soit des medicaments capables de supprimer le caractire 
de resistance aux antiviraux, aux antibiotlques ou aux antiparasi- 
taires lorsque la proteine codSe est responsable de 1 ' inactivation 
des antibiotiques , des antiviraux ou des antiparasitaires • 

30 Des effets cytotoxiques specifiques peuvent etre obtenus 

par action d'un produit selon 1' invention ou d'un produit de formule 
generale (1) dans laquelle L represente un atome d'oxygSne, R et R' 
representent chacun un atome d'hydrogSne et B represente une base 
naturelle sur une f one t ion cellulaire indispensable it la cellule 

35 cible. 
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Les prodults selon la prSsente Invention et lee produits 
de formula gfo^rale (I) dans laquelle L represente un atome d'oxy- 
gine, R et R* representent chacun un atome d*hydrogSne et B repre- 
sent e une base nuclelque naturelle peuvent Sgalement etre utlllsis 
pour accroitre la synthese d*un AKN ou d*une prot§ine en aglssant 
sur un g^ne de regulation du gSne codant pour 1*ARN ou pour la 
proteine* 

Les produits selon la prSsente invention . qui possident la 
propriety de se fixer f ortement sur la^ sequence nucl€ique complSmen-* 
taire puis d'induire le pontage, la modification ou la coupure de la 
chalne d^acides nucleiques en un site determine, sont utilisables 
comme react if s specif iques de sequences et* plus particuliSrement, 
comme nucleases artif icielles. lis peuvent etre utilises comme 
riactifs en biologie moliculaire ou en ginie gSnStique. lis peuvent 
etre €galement utilises pour obtenir des fragments d*acides nudSi- 
ques, en particulier des fragments d'ARNs pour lesquels il n*existe 
pas de nuclease spicifique de sequences. 
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Les exemples sulvants. donnies 1 tltre non llmitatlf, 
illtistrent la presente Invention. 

Dans la description et les exemples » les abreviations 
suivantes sont utilisees : 



5 


a-dA : 


a-D-2 ' -disoxyad^nosine 




a-dbzA : 


N-benzoyl-ot«-D-2 ' -d^soxyadenosine 




a-dC : 


0£-D-2 ■ -dgsoxyeytidine 




a-dbzC : 


' N-benzo7l-a-D-2*--d§soxycytidine 




a-d6 


; a-D-2'-d€8oxyguanosine 


10 


a-dlbG 1 


; N*lsobutyryl^-D-2 ' -dSsoxy guanos ine 




a-T J 


1 a-D-thymidine 




a-Tbz 


: a-D-thymldine 3*-benzoyle 




a-[(sp)T] 


: a-^D»thymidine 5 *-thiophosphate 




a-T(ps) 


: a-D-thymidine 3*-thiopbosphate 


15 


a-T(ps)R 


5 HO 0 




0 

I 

-0 - P 



S-R 



a-T(p(s))(Cnet)2 : HO 




0 

P (OCH^CH^CN)^ 



20 



ABH : acide benzohydroxamique 

Cnet : 3-cyano§thyle 

DBU : diaza-1,8 blcyclo[5,A,0] undgc6ne-7 

fit : fitbyle 

Me : mgtbyle 

MST : m€sitylinesul£onylt§trazolide 

p : pbospboester 

f : p-cbloropb&nylpbospboester 
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Prof 




H 



CCM : chromatographie sur couche mince sur gel de 
sillce 

Syst^me A : CH^Cl^. MeOH (90-10, v/v) 
Syst&ne B : CH^CU. MeOH (85-15, v/v) 
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EXEMPLE I :a-(TpTpTpTpTpTpTpTp)(CH2)3Acr 

1) 5'-0-(d±nigthoxytrityl)a-thyiiildlne 

A une solution de a-thymldlne (3»6 g) dans la pyridine 
anhydre (15 cm ), on ajoute sous agitation 5.35 g de chlorure de 
5 dimSthoxytrityle. Apres 4 heures de reaction a la temperature 

ambiante on detruit I'exc^s de chlorure de dlmethoxytrityle par 

- 3 ■ 

addition de methanol (3 cm ) • On evapore le solvant sous pression 

reduite ; le residu est repris avec du chloroforme. La phase orga- 

nique est lavie avec de I'eau puis sichee et concentrie. Le produit 

10 est purifii par chromatographie sur gel de silice. Rendement 80 %• 

2) 5 ' -0- (dimithoxy tr ityle) a-thymidine 3 ' - (p-chlorophenyl- 
phosphate) de pyridinium 

On ajoute sous agitation, S -20*0, 3 Equivalents de 
mSthyl p-chlorophinyl chlor ©phosphate S une solution de 9 

15 equivalents de dime thy 1-1,5-tetrazole dans la pyridine anhydre ; 
1* addition terminee, on continue l*agitation pendant une heure h la 
temperature ambiante, puis ajoute une solution de 1 Equivalent de 
5*-0-(dimEthoxytrityle}ac-thymidine dans la pyridine. Apr§s quelques 
heures de reaction 3 la temperature ambiante, on ajoute alors de 

20 I'eau glacEe et extrait le diester avec du chloroforme. La solution 
chloroformique est sechee et concentree sous pression reduite. Le 
diester obtenu sous forme de solution dans la p^^ridine est 
pratlquement pur pour etre utilisS dans les Stapes suivantes. CCH 
(systime B) : Rf->0,18. 

25 3) CK-thymidine 3 '-(p-chlorophenyl p-cyanoEthylphosphate) 

A une solution de (Dmtr)a-T(l mmole) et de p-chloro- 

phenyl 3-cyanoEthylphosphate de trimEthylammonium (2 mmoles) dans la 

3 

pyridine anhydre (10 cm ), on ajoute ^ la temperature ambiante et 
sous agitation du chlorure de mesitylSne sulfonyle (3 mmoles) et du 
30 tEtrazole (6 mmoles). L*evolution de la reaction est suivie par CCM 
(systSme A). Lorsque la reaction est termin€e, l*excSs de chlorure 
de mesityl^e sulfonyle est ditruit par addition d*eau glacie. 
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Le tries ter est extralt avec du chlorofoxme* La phase organlque est 

lavSe avec une solution saturSe de bicarbonate de sodium puis avec 

de l*eau, sechee et concentree. Le residu obtenu est tralte ensulte* 

3 

pendant 15 minutes, ^ O^C, avec 15 cm d*aclde benzene sulfonlque 

5 [solution a 2 % dans CHCl^-MeOH (7-7, v/v) ] puis la solution est 

neutrallsee avec une solution de bicarbonate de sodium, Le prodult 

est extralt avec du chloroforme, la phase organlque est lavSe avec 

de l*eau glac^e, sSchee et §vapor€e. Le rSsldu obtenu est purlfiS 

sur une colonne de gel de slllce (Sluant : CH2Cl2-'MeOH) • CCM 

10 (syst^me A) Rf ;c^0,27 ; rendement : 70 %• 

A) (Dmtr)a-(TfTj)Cnet 

On fait rSaglr sous agitation pendant 2 heures ^ la 

temperature amblante une solution de 0,6 nmole de (I>mtr)a-T9 

(exemple 1-2), de 0,5 mmole de a-T^ Cnet (exemple 1-3) et de 1,5 

3 

15 mmole de m§sltyl^nesulfonylt€trazollde (MST) dans 4,5 cm de 
pyridine anhydre ; on ajoute ensulte 0,5 cm" d'eau glacee et 
continue 1* agitation pendant 30 minutes. On concentre la solution 
sous press Ion reduite. Le r€sldu est reprls avec du chloro forme ; la 
phase organlque est lav€e avec une solution aqueuse I 5 % de NaHCO^ 

20 puis sechee et SvaporSe sous presslon r&dulte. Le prodult est 
purlflg sur une colonne de gel de slllce (€luant : CH^Cl^-MeOH) . CCM 
(systime A) : Rf=0,50 et 0,52 ; rendementcr72 %. 

5) (Dmtr)a-(TgT^) 

On fait rSaglr pendant 2 heures I la temperature 

23 amblante une solution de (Dmtr)a-(T^T^)Cnet (0,3 mmole) (exemple 

3 3 
1-4) et de 1 cm de triSthylamlne dans la pyridine (2 cm ) • On 

chasse les prodult s volatlls sous presslon rSdulte puis priclplte le 

dies ter par agitation dans 1' ether. CCM (systdme B) : Rf«0,19. 

6) (Dmtr)a-(Tj)^Cnet 

30 Le compose (Dmtr)a-(Tf )2Cnet (0,2 mmole) est traltS 

avec l*aclde benzene sulfonlque h O^C pendant 15 minutes. Le melange 
est reprls avec 40 cm de chloroforme. La phase organlque est lav€e 
avec une solution aqueuse de NaHCO^ puis sSchee sur Ka2^^4 
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coTicentr^e sous pression redulte. Au risldu obtenu on ajoute 0,25 

mmole de (Dmtr)a-(T^Tf() • Apris avoir sSchg le milangfi par co-6vapo- 

3 

ration avec le pyridine anhydre* on ajoute 3 cm de pyridine anhydre 
puis 0,6 mmole de MST et lalsse le melange reactlonnel a la tempSra-* 
3 ture ambiante pendant 2 heures. On d^trult l*exces de rSactlf de 
couplage par addition d*eau glacee puis termlne la preparation comma 
dans I'exemple 1-4. 

7) (Dmtr)a-(T^)gCnet 

En remplacant le dlnudSotlde (Dmtr)a*-(T$)2Cnet par le 
10 tetranudeotlde (Bmtr)a*(T^)^Cnet et en operant comma dans 1*5 et 
1-6 on obtlent I'octanucliotlde totalement protgg€, 

8) (Dmtr)a-(Tj)g(CH2)3Acr 

(Dmtr)a-(T$).Cnet (0,01 mmole) est traiti pendant 2 

3 

heures i la temperature ambiante avec 0,3 cm d*une solution de 
15 pyrldlne-trlSthylamlne (2-1, v/v) • On chasse le solvent sous pres- 
sion r€dulte et lave le dlester obtenu sous forme de sollde avec de 
1' ether puis le seche sous pression redulte. Le dlester est ensuite 
coupl€ avec 0,02 mmole de methoxy-2 chloro-6 (©-hydroxypentylamlno) - 
9 acrldlne en presence de MST (0,04 mmole) dans la pyridine anhy- 
20 dre ; on termlne ensuite la preparation comma dans l*exemple 1-4. 

9) a-(Tp)g(CH2)3Acr 

L'octanucl€otlde (I>mtr)a-(Tg)g(CH2)3Acr est tralte 
-pendant 24 heures ^ la temperature ambiante avec une solution 
molaire en aclde benzohydroxamique (ABH) et en dlaza-1,8 blcyclo 

25 (5,4,0) endecene-7 (DBU) dans la pyridine anhydre (en utlllsant 10 
equivalents de ABH-DBU par equivalent de phosphotrlester aryle a 
dgprotgger). Le milieu riactlonnel est neutralist avec du DOVEX 50 
(forme pyrldlnlum) et ivapore sous pression rSdulte. Le rSsldu est 
ensuite tralte avec 1* aclde acetlque ^ 80 % pendant quelques heures 

30 ^ la temperature ambiante puis 1* aclde acetlque est eilmlne par 
Qp-.gv3po nation plusleurs fols avec de l*ethanol. On reprend le 
resldu avec de l*eau» lave la phase aqueuse avec de 1* ether puis 
purlfle le prodult par HPLC. Le temps de retention du prodult 
purlfie est donne dans le tableau III. 
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EXEMPLE II : [Acr(CH2)3]a-(pT)g 

1) a* thymidine 3 *-benzoyle,a-Tbz 

A une solution de (Dmtr)a--T (1 nmole) dans la pyridine 
anhydre* on ajoute sous agitation d la temperature ambiante du 
chlorure de benzoyle (1»5 mmole) puis laisse le melange r€actlonnel 
pendant 48 heures k la temperature ambiante. On d€truit l*exc§s de 
chlorure de benzoyle par addition d'eau glac^e puis termine la 
preparation comma dans l^exemple 1-3. CCM (systeme A) : Rf ^0»36 ; 
rendement ^ 75 %• 

2) (Dmtr)a-(TpT)bz 

On op^re conme dans l*exemple 1-4 en remplsQant l'a-T$- 
Cnet par le composg a-Tbz. On obtient le dinucl€oside monophosphate 
protgge. 

3) (Dmtr)a-[(Tg)3T]bz 

En remplacant le dinucleotide (Dmtr)a-(Tj)2Cnet par le 
compose (Dmtr)a-(TgT)bz et en operant selon l*exemple 1-6, on 
obtient le t St ranudSoside triphosphate protegg. 

4) (Dmtr)a-[(Tg)^T]bz 

Le compose (Dmtr)a-[ (T^) ^TJbz (1 equivalent) est 
detrityle par I'aclde benzene sulfonique ; le melange est repris 
avec du chloroforme et lave avec une solution aqueuse de NaHCO^ puis 
s€chg et concentrS. A ce rSsidu on ajoute 1,2 Equivalents de (Dmtr) 
a-(T^)^ (preparS par dScyanoSthylatlon du composS (Dmtr)a-(T§)^Cnet 
selon I'exemple 1-5). Aprds avoir sechg le melange par co-gvapora- 
tlon avec la pyridine, on ajoute a la solution de pyridine 3 equiva- 
lents de MST et laisse le melange react ionnel sous agitation pendant 
2 heures a la temperature ambiante. On termine la preparation comma 
dans l*exemple 1-6. 

5) a-[(T«^T]bz 

Le compose de I'exemple II-4 est traitS pendant 15 
minutes S 0*C avec I'aclde benzene sulfonique [2 % en solution dans 
le chloroforme-mgthanol (7-3, v/v)]. Le melange est repris avec du 
chloroforme. La solution chlorof ormique est lavge avec une solution 
aqueuse de NaHCO^ puis sgchSe et €vapor€e sous pression riduite. Le 
rSsidu obtenu est utilisS dans I'Stape suivante. 
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6) a-[P(T«^T]b2 

On ajoute sous agitation et I -20**Cj 6 equivalents de 
mSthyl p-chloroph€nyl chlorophosphate dans la pyridine anhydre. 
L* addition terminee, on continue 1' agitation pendant 1 heure I la 
5 temperature ambiante puis ajoute une solution de 1 equivalent de 
0(*[ (T^)yT]bz. Apr^s 2 heures de reaction H la temperature ambiante* 
on ajoute de l*eau glac€e puis extrait le produit avec du chloro- 
forme. 

7) tAcr(CH2)5la-[P(T*)^T]b2 

j^Q On fait reaglr pendant 2 heures a la temperature 

ambiante une solution de m§tho3cy-2 chloro-6 (oD-hydroxypentylamino)-9 
acridine (2 iquivalents) , de a-[g(Tg)^T]b2 (1 Equivalent) et de MST 
(3 equivalents) puis termine la preparation comma dans I'exemple 
1-4. 

15 8) [Acr(CHp3]a-(pT)g 

L* oligonucleotide proteg^ (exemple II~7) est trait^ 
pendant 48 heures sous agitation S la temperature ambiante avec une 
solution molaire en ABH-DBU dans la pyridine anhydre (10 equivalents 
de ABH-DBU par equivalent de phosphoester arylS ^ deprotSger) . A ce 

20 melange, on ajoute 2 volumes d'une solution de sonde 0,4 M puis 
continue 1* agitation pendant 1 heure 1 la temperature ambiante. 
AprSs avoir neutralise le milieu reactionnel avec l*acide 
chlorhydr ique , on lave la phase aqueuse avec de 1* ether puis purlfle 
1* oligonucleotide deprotege par. HPLC (le temps de retention est 

23 donne dans le tableau III) . 

Et 

EXEMPLE III : [Acr(CH2)3N(CH2)2]a-[ (sp) C^p)j^l 

1) Bis-(3-cyanoethyl)-dlisopropylamlno-phosphite 

3 

A une solution de ^-cyanoethanol (15 cm ) et de trime- 

3 

30 thylamlne (20 g) dans le melange d' ether (100 cm ) et de benzene (50 

o 

cm ), on ajoute goutte a goutte 5 -5^C et sous agitation une solu- 

3 

tion de 20 g de dichloro dllsopropylamlno'-phosphlte dans 40 cm 
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de benzene. L* addition termlnSe on continue 1* agitation pendant 1 
heure I la teiap€rature ambiante puis €llmlne le chlorohydrate de 
trimethylaismonium par filtration. On chasse le solvent sous pression 
reduite et purlfie le produit par evaporation sur couche mince 
3 (distillation mol^culaire) • 

2) a-[(Cnet)2((s)p)(TP)yT]bz 

A une solution anhydre de a-[(T^)^T]bz (1 Equivalent) 
et de tStrazole (10 Equivalents) dans le melange de solvent CH^CN*- 
-DMF (50*50 » v/v) on ajoute sous atmosphere d* argon et sous agita- 

10 tlon une solution de bis-0-cyano§thyl)-diisopropylamino-phosphite 
(3 equivalents) dans 1 'acetonitrile. Apris 30 minutes a la tempera- 
ture ambiante, on ajoute au melange reactionnel une suspension de 
soufre (50 Equivalents) dans la pyridine puis continue 1* agitation 
pendant 90 minutes ii 30 °C. On Elimine l*excSs de soufre par filtra- 

13 tion» chasse les solvants sous pression rEduite puis reprend le 
residu avec du toluene ; la phase organique est lavee avec une 
solution aqueuse de NaHCO^ puis sechee et concentree. Le produit est 
purifie par chromatographie sur gel de silice. 

3) a-[(sp)(Tp)^T] 

20 L'octanuclEotide prEparE selon I'exemple IXI-2 est 

traite pendant 48 heures d la tempErature ambiante avec une solution 
molaire en A£H et DBU (10 equivalents de ABH-DBU par Equivalent de 
phosphotriester) puis avec 2 volumes d*une solution aqueuse de soude 
0,6 M pendant 24 heures. On neutralise le milieu rEactionnel avec 

23 I'acide chlorhydrique » lave la phase aqueuse avec 1* Ether et purifie 
le produit par HPLC. Le temps de rEtention du produit est donnE dans 
le tableau III. 

Et 

4) [Acr(CH2)3N(CH2)2]a-[(sp)(Tp)^T] 

30 On fait rEagir pendant 5 heures S la tempErature 

ambiante une solution de a-[ (sp) (Tp)^T] (1 Equivalent) et de mEtho- 
xy-2 chloro-6[K-(0-chloroEthyl, Ethylamino)-3 propylamine] -9 acrid!- 
ne (4 Equivalents) dans un mElange DMSO-H^O-NaHCO^ 15% dans l*eau 
(2-2-1, v/v) puis purifie le produit forme par HPLC. Le tableau III 

33 donne le temps de rEtention du produit prEpare. 
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EXEMPLE IV : [Prof (CH2)3]a-[ (sp) (Tp) ^T] 

Une solution de a-[ (sp) (Tp)^T] (1 equivalent) et de 
N*-(oi>-bromopropyl) proflavine (5 Equivalents) dans le melange de 
DMSO-HgO-NaHCO^ 15% dans I'eau (2-2-1, v/v) est laiss^e sous 
5 agitation pendant 20 heures 1 la temperature amblante ; le produit 
obtenu est purlfie par HFLC. (Le temps de retention du produit 
obtenu est donn€ dans le tableau III.) 



EXEMPLE V : (Phe-CH2)a-[ (sp) (Tp)yT] 

On opire comme dans l*exemple III-4 en remplacant le 
2Q dSrivS de l*acridine par la (K-iodoacgtylamino)-5 pbEnanthroline- 
-1»I0. Le temps de retention du produit obtenu est donne dans le 
tableau III. 

EXEMPLE VI : [Acr(CH2)3]a-(pT)g(ps) 

1) a-thymidine 3 *-(bls-cyanoSthylthiophosphate) 

En partant de (!)mtr)a-T (1 Equivalent)* de t§trazole (4 
Equivalents), de bis-0-cyanoEthyl)-diisopropylamino-phosphite (2 
-Equivalents) et du soufre (30 Equivalents) et en operant selon 
I'exemple III-2 on obtient le composE (Dmtr)a-T(p(s) ) (Cnet) 2 qui est 
ensuite detrltyle par l*aclde benzene sulfonlque selon I'exemple 
20 II-5. Le rendement est de 55 %• 

2) (Dmtr)a-[TjTKp(s) ) (Cnet)^ 

On op^re comme dans l^exemple 1-4 en remplacant le 
composE a-T$Cnet par le composE a-T(p(s)) (Cnet)^* On obtient ainsi 
le dlnuclEotlde qui est purlflE par chromatographle sur sillce 
25 [Eluant : CH2Cl2-H20-AcEtone (31-1-68, v/v)]. Le rendement est 
voisin de 84 %• 

3) (Dmtr)a-(T^)^Cnet 

On opire comme dans I'exemple 1-6 en remplacant le 
dinuclEotide (Dmtr)o-(Tp)2Cnet par le tEtranuclEotide (Dmtr)a-(T§)^ 
30 Cnet. On obtient ainsi 1 *hExanuclEotide avec un. rendement de 75 %• 
COM (systeme A) : R£«0,31. 
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4) [Acr(CH2)5]a"(?T)g§ 

En partant. du compost (DiiLtr)a-(T^)gCnet et en operant 
selon les exemples II-5, II-6 et II-7» on obtlent le composg [Acr 
(CH2)3]a-(fT)gpCnet qui est ensulte traltS avec la trl&thylamine 
3 selon l^exemple 1-5 • CCM (systtee B) : RF»0»44. 

5) [ Acr (CH^) 3 ]flt-(?T) gCpCs) ) (Cnet) ^ • 
L'octanuclSotide est prepare par couplage de l*h€xanu- 

cl€otlde [Acr(CH2)3]a-(?T)^5 (1 equivalent) avec le dlnudeotlde 
a-(T$T)(p(8))(Cnet)2 (1 Equivalent) (prgparE par ditritylatlon du 
10 compose de l*exemple VI-2) en presence de KST (3 iquivalents) selon 
l*exemple 1-4, Le prodult est puriflS sur gel de slllce [€luant : 
CH2Cl2-MeOH (de 96-4 I 96-14, v/v)]. 

6) [Acr(CH2)3a-(pT)g(ps) 

En partant du compose prepar§ selon I'exemple VT-5 et 
13 en operant selon l*exemple III-3. on obtlent I'octanudSotlde 
deproteg€ dont le temps de retention est donng dans le tableau III. 



EXEMPLE VII : [Acr(CH2)3]a-(pT)g(ps)CH2< 

I 

Une solution de [Acr(CH2)3]a-(pT>g(ps) (1 equivalent) et 
20 de bromure de 4-azidopbgnacyle (4 equivalents) dans le mSlange de 
DMSO-H^O-NaHCO^ S 5 % dans I'eau (2-2-1, v/v) est lalssee sous 
agitation pendant une heure d la temperature ambiante. Le produit de 
couplage est ensuite purlfie par HPLC. Le temps de retention du 
produit obtenu est donnS dans le tableau III. 

25 EXEMPLE VIII : [Acr(CH2)3]a-(pT)g(ps)CH2C02" 

On fait r^agir pendant 3 heures I la temperature ambiante 
l*acide bromoacgtique (6 Equivalents) avec 1 * oligonucleotide [Acr 
(CHp3]a-(pT)g(ps) (1 equivalent) selon I'exemple VII puis purifie 
le produit forme par HPLC. Le temps de retention du produit obtenu 

30 est donn€ dans le tableau III. 
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EXEMPLE IX : oi^(T§) ^(CE^) ^WIAtLe^ 

On fait reagir pendant une heure et d la temperature 
amblante une solution de (Pmtx)a^CX^) ^ equivalent) » de Me^EDTA 
(-CH2)g-0H (3 Equivalents) et de MST (3 Equivalents) . On detrult 
l*e3ccSs de riactlf de couplage par addition d'eau glacEe puis 
termlne la preparation comme dans. I'exemple 1-3. COM (systeme A) : 
Rf^0,4. 

EXEMPLE X : [Acr(CH2)3]a*d(pCpCpTpTpApTpApTpT) 
1) (Dmtr)a-d(bzAj) 

a) Un melange de 3 ' ,5 *-dl-(p-nitrobenzoyl)3-D-thymidlne 
(3,6 imoles) et de benzoyl adenine (12 mmoles) dans 1* acetonltrlle 
(22 cm ) est tralte avec le bls-trlmethylsllylacetamlde (15 mmoles) 
puis avec du trlmethylsllyltrlf luoromethanesulfonate (4»7 mmoles) 
selon T. Yamaguchl et M. Saneyoshl (Chem. Fharm. Bull. 1984> 32 , 
1441-1450), Le composE 3* ,5'-dl-(p-nltrobenzoyl)a-D-d-(N-benzoylade- 
noslne) [CCM (systeme A) : Rf=0,55] est sEpare du derive 3',5*-dl- 
(p-nitrobenzoyl)P-D-d-(N-benzoyiadenoslne) [CCM (systeme A) : 
Kf-0,63] par chromatograpble sur plaque preparative de gel de 
slllce. 

b) La 3* ,5*-dl-(p-nltrobenzoyl)a-D-d-(N-benzoyladS- 

noslne) (1 g) dans le mSlange de solvant . [dloxanne-MeOH-CH^Cl^-H^O] 

3 3 ^ A ^ 

(50 cm ) est traltS I O^C avec 5 cm de soude molalre. Lorsque tout 

le produit de depart est transforme en a-d-N-benzoyladSnoslne [CCM 

(CH^Cl^-MeOH) (80-20, v/v) : Rf=0,38], le milieu reactlonnel est 

neutralise par addition de rislne Amberllte IR 120 (forme pyrldl- 

nlum), puis la a-d-bzA est purlfl€e par chromatograpble sur gel de 

slllce. 

c) Une solution de a-d-bzA (1 gqulvalent) dans la 

> 

pyridine anhydre est tralt^e pendant 4 beures S la temperature 
amblante avec le chlorure de dimetboxytrltyle (1,1 Equivalents) puis 
on termlne la preparation comme l*exemple I-l et 1-2. CCM (syst^e 
B) : Rf«0,32. 
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2) (Dintr)a-d(b2AgTf)Cnet 

On op^re dans I'exemple 1-4 en rempla&ant la (Diatr)a-T^ 
par la (Dmtr)a*d(bzA^) , on obtlent le dlnuclSotide totalement 
protSgg. 

3) (Dmtr)a-d(bzA$T^) 

Le dlester est obtenu par d€cyanoithylatlon du composS 
X-2 selon 1' example 1-5 • 

4) (Dmtr)a-d(bzA$T^bzA^T^)Cnet 

On opire comme dans l*exemple 1-6 en remplacant les 
composes (Dmtr)a(T$T^)Cnet et CDiiitr)a(T9T^) respect Ivement par les 
composes des exemples X-2 et X-3« On obtlent le titranuclSotide 
prot^gg. 

5) (Dmtr)a-d(bzApTgb2AgTgT)bz 

Le dlester (Dmtr)a-d(bzA$T$bzA$T$) (1 equivalent) 
(prepare par decyanoSthylatlon du compost X-4 selon I'exemple 1-5) 
est couple avec 1 'a- thymidine 3*-benzoyle (I Equivalent) selon 
I'exemple 1-4 pour donner le pentanuclSosldet^traphosphate prot€g€. 

6) (Dmtr)a-d(bzCj) 

En partant de la 3 * ,5 *-dlacStyl P-D-d(N-benzoylcytldl- 
ne) (Chem, Pharm. Bull. 1984, 32, 1441-1450) et en opSrant comme 
dans X-l-b et X-l-c» on obtlent le dlester. CCM (systSme B) : 
Rf«0,32. 

7) (Dmtr)a-d(bzC9bzC$T9T^)Cnet 

Le dlnucleotlde a-(Tf)2Cnet (1 equivalent) (pr£par§ par 
detrltylatlon de (Dmtr)a-(Tg)2Cnet selon I'exemple II-5) est couple 
avec le mononucleotide (Dmtr)a-dbzC^ (1 equivalent) en presence de 
MST (3 equivalents) selon I'exemple 1-4 pour donner le trinucleotide 
protSg€ 00mtr)a-d(bzC^T§T9)Cnet qui 1 son tour est d6trltyl€ puis 
coupl€ avec le dlester (Dmtr)a-dbzC9 comme pr&cidemment • 

8) (I>mtr)a-d (bzC^bzC^T^T^bzA^T^bzA^T^Dbz 

Le tStranuclgotlde 3 ' -pbosphodlester (Dmt r)a-d (bzCf bz- 
CjTjTp) (1,2 Equivalents) (prepare par dScyanoSthylatlon du composS 
X-7 selon I'exemple II-5) est couple avec le pentanuclEotlde 
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0£-d(b2AjTpbzApTgT)b2 (1 Equivalent) (obtenu par dStritylation du 
compose X-5 selon I'exemple II-5) en presence de MST (3 equivalents) 
selon I'exemple 1-4 pour donner le nonanudeotlde protege. CCM 
(systems A) : K£«0,55. 

9) CAcr(CH2)3]a-d(pCpCpTpTpApTpApTpT) 

En partant du compose X-8 et en operant comme dans les 
exemples II-5, II-6, II-7 et III-3, on obtlent le produit deprot€gg 
dont le temps de retention est donne dans le tableau III. 

TABLEAU III 



10 



COMPOSES 



S^STEME DE SOLVANZ : TEMPS JXE 
(A*B. gradient lln^alre) ; RETENTION 



20 



I a-(Ip)gCCH^)^Acr 

II [Acr(CH^)^]o-(pT). 
^ ^Et ® 

III iAcT(CH^)^&(CISL^'>^}tX'i(sp)(Tp}^X} 

15 : IV [Prof(CH2)^3o-CCsp)(Tp)^T] 

V [PheCH^]o-E (sp) (Tp)^T] 

VI [Acr(CH^)^]a-(pT)^(ps) 

2 3 o 



VII 



CAcr(CH^)^]a-(pT)g(ps)CH^C .^^^N^: 



VIII tAcr(CH2)^]o-(pT)g(ps)CH^C02 
X [Acr (CH^)^]a-d (pCpCpTpTpApHiApTpT) 
a-(Tp)^T 



a-[(8p)(Tp)^T3 



t : 
de0&50%enBen25inn : 9 minutes 

t 

de 0 & 50 % en B en 25 nn : 9 minutes 

: 

de 0 & 60 % en B en 15 mn :5 nn 48 sec: 

: : 

de 0 & 60 % en B en 15 mn : 6 on 54 sec; 

de 0 & 60 % en B en 15 mn :8 nn 6 sec : 

de 0 d 60 % en B en 15 mn :8 mn 48 sec 

de 0 & 60 % en B en 15 ffln :7 mn 48 sec 

: : 

de 0 4 60 % en B en 15 mn :9 mn 12 sec: 

: ! 

de 0 ^ 60 % en B en 15 mn :8 mn 54 sec: 

: : 

de0d50%enBen25mn: 9mn : 

; : 

de 0 & 60 % en B en 15 mn tlO mn 548ec: 

t : 



25 



HPLC - Colonne polyanlon HR5/5 (Pharmacia) , dibit 1 cm /mn 
-3 

A : 10 M phosphate de potassium (pH a 6) 
B : M phosphate de potassium (pH « 6) 
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REVENDICATIONS 



1. Nouveau derive d 'a-D-oligonucleotide caracterlse en ce 
qu*ll r€pond a la formula gSnerale : 




3 dans laquelle : 

- les radicaux identlques ou dlf£irents» repr€sentent 
chacun una base nudiique naturelle ou i&odl£lee< 

- les radicaux X, identlques ou dlfferents, reprisentent 
chacun un oxoanlon o", un thloanion S , un radical alkyle» iin 

10 radical alcoxy, un radical aryloxy* un radical alkyle ou alcoxy 
substituS par un hStfeocyde azoti. un radical aminoalkyle* un 
radical aminoalcoxy ou un groupement *Y-Z, 

- L represent e un atome d*oxygtoe ou de soufre ou un 

groupement 

13 - J repr€sente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy « 

et 

- n represent e un nombre entier qui peut etre Sgal d z€ro» 



30 
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etant entendu que* 

- lorsque L reprSsentant un atome de soufre ou un groupe- 
inent -NH-, les radicaux R et R', Identlques ou dlffSrents, reprSsen- 
tent chacun un atome d'hydrogSne ou un groupement -Y-Z ou 7*~Z* dans 

3 lequel : 

• T at T*« Identlques ou diffSrents* repr€sentent chacun 
un radical alcoylSne droit ou ramlf 1€ (-alk-) ou un radical 

E E E E 

I I I . I 

-P-S ou un radical -P-O-alk-, -P-S-alk- ou -P-alk dans lequel E a 

II .« ri H 
10 0 OS 0 

les memes significations que X ou un radical -alk-O-alk- ou un 

E 
I 

radical -alk-CONH-alk- ou un radical -P-O-alk-NHCO-alk ou un radical 

E li 

15 -P-O-alk-CONH-alk-, et 
II 
0 

. Z et Z', identlques ou differents, representent chacun 
un radical correspondent a un agent d * intercalation ou un radical 
porteur d^une fonctlon qui r€aglt dlrectement ou Indlrectement avec 
20 les chalnes de nucleotides ou un radical, dont la presence permet une 
detection facile et sensible > 

- lorsque L repr€sentant un atome d'oxygSne* les radicaux 
R et R*« Identlques ou differents » representent chacun un atome 
d'hydrogSne ou un groupement -Y-Z- ou Y*-Z' dans lequel Y, Y', Z et 

23 Z* sont definls comme precidemment, etant entendu que l*un au moins 
des radicaux R et R* contlent un radical Intercalant ou un radical 
chlmlque rgactlf, 

- lorsque L reprSsentant un atome d*oxyg^e» R et R' 
representent chacun un atome d*hydrog^ne et B represente une base 

30 nuclelque modlf lie actlvable et/ou comportant un groupement Interca- 
lant. 

2. Nouveau dirlvi selon la revendlcatlon 1 caractirlsi en 
ce que 1' agent d ' Intercalation Z ou Z' est cholsl parml les composes 
polycydlques ay ant une configuration plane. 
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3. Nouveau derlvg selon la revendlcatlon 2 caracterisS en 
ce que 1* agent d* Intercalation Z ou est choisi parmi I'acridine 
et ses d@riv€s. la furocoumarine et ses d€rlv€s» la daunomycine et 
lea autres dSrivis de l*anthracycllne» la lylO-pbSnanthroline, la 

3 phSnanthridine et ses derives, la proflavine, lea porphyrines, les 
derives du dipyrido t 1 »2-a:3' ,2'-d] imidazole, I'ellipticine ou 
I'ellipticinium et leurs derives et le diazapyr^ne et ses derives. 

4. Nouveau derivS selon la revendication 1 caracterisi en 
ce que les groupes chimiques riactifs Z ou Z' sont choisis parml 

10 I'acide gthylSne*diamine-t€traac€tique, I'acide di^thyline-triaxnine- 
-pentaacStique, les porphyrines, la 1,10-phgnanthroline, l*a2ido-4 
acetophenone, I'Sthyline-imine, la 9<-chloroSthylamine et leurs 
derives. 

5. Nouveau derive selon la revendication 1 caracterise en 
15 ce que le radical B est un radical correspondant k la thymine, 

l*ad§nine, la 2*aminoad§nine et ses derives substituis, la cytosine, 
la guanine et ses derives substitues, I'uracile, le bromo*5 uracile, 
l*azido-8 adenine, la 7-d€azaadgnine, la 7-d§azaguanine et les 
derives de ces bases comportant un groupement intercalant et/ou un 
20 groupement cbimiquement ou photochimiquement activable. 

6. Nouveau deriv€ selon la revendication 1 caracterise en 
ce qu'il est choisi parmi : o-[ <Tp)^T] (Y^)Zj ; Z2(Y2)a-[ (Tp)^T] ; 
Z2(Y2)a-[(Tp)^T](Yj)Zj ; Z20f2)^-<*(CpCpTpTpApTpApTpT) , A reprSsen- 
tant un radical a«-D-desoxyad§nosine, . C representant un radical 

25 ot-D-desoxycytidine, T representant un radical a~D- thymidine, n etant 
un nombre entier compris entre 1 et 25 ; Y^^ et Y^ representant un 
radical alcoylene contenant I § 10 atomes de carbone et Z^ et Z2 
repriaentant chacun un d€riv§ de l*acrldine ou un derlv€ de la 
proflavine ou un dSriv6 de la 1 , 10*phgnanthroline ou un derive de 

30 l'azido-4 ac^tophenone ou un d^rivi de 1*EDTA ou un d6rlv§ de la 
biotine. 

7. ProcedS de preparation d'un nouveau dSrive selon l*une 
des revendications 116 caract€risg en ce que l*on prepare les 
dirives totalement protig^s et que l*on ^limine les groupements 

35 protecteurs. 



2607507 



32 

8. Procid^ selon la revendication 7 caractSrisS en ce que 
I'on couple un a-D-oligonucl€otlde 3*-phosphodie8ter prot€g§ avec 
l*hydroxyle de 1* agent Intercalant ou du groupe chinique reactif ou 
avec I'hydroxyle^S* d*un a-D-oligonucl§otide protege possSdant dija 
3 l*agent d' Intercalation ou le groupe chlmlque reactif. 

9* Procede selon la revendication 7 caracteris€ en ce que 
l*on couple soit un a-nucliotide S'-phosphodiester protigg avec 
I'hydroxyle de 1* agent intercalant ou du groupe chimique r€actif 
soit un diester portant 1* agent intercalant ou le groupe chimique 
10 riactif avec l'hydroxyle-5 ' d'un a-D-oligonucleotide protegg. 

10. Procede selon la revendication 7 caractSrise en ce que 
I'on couple 1' hydroxy le de 1' agent intercalant ou du groupe chimique 
rgactif avec un a-D-oligonuclSotide-3'-5'-bi8-(phosphodiester) pro- 
tggg. 

13 11. Procedg selon la revendication 7 caract§ris€ en ce que 

I'on couple un diester porteur de 1' agent intercalant ou du groupe 
chimique reactif avec l'hydroxyle-5' d'un a-D-oligonucliotide 
protige possedant dejS un agent intercalant ou un groupe chimique 
reactif. 

20 12. Procidg selon la revendication 7 caractSrisg en ce que 

I'on rialise la dgprotection des groupes phosphoesters arylgs en 
milieu anhydre ^ I'aide d'acide benzohydroxamique et en presence de 
base tertiaire non nudeophile. 

13. Procgdg de priparation d'un nouveau derivi selon I'une 
23 des revendications 116 caracterise en ce que I'on prepare les 

d&rivSs a-D-oligonuclgotides non protggSs comportant un groupe 
thiophosphate i I'une des extrgmitSs 3' ou 5' ou aux deux extrSmitSs 
3' et 5' de la chalne nucliotidique. 

14. Procgde selon la revendication 13 caractSrisS en ce 
30 que I'on couple un a-D-oligonuclgotide 3 '-thiophosphate non protegS 

avec un halogSnoalkyle porteur de 1' agent intercalant ou d'un groupe 
chimique. - 

15. Proc€dS 'selon la revendication 13 caractgrisS en ce 
que I'on couple un a-D-oligonucleotide 5 '-thiophosphate non protgge 

35 avec un halogSnoalkyle porteur de 1' agent intercalant ou d'un groupe 
chimique • 
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16. Proc€dS selon la revendlcatlon 13 caract€ris§ en ce 
que I'on couple un a-B-ollgonuclSotlde 3* yS'-blsthlophosphate non 
protege avec un halogSnoalkyle porteur de 1' agent Intercalant ou un 
groupe chimlque. 

3 17. Application d*un dirlv€ selon I'une des revendlcatlons 

1^61 tltre de sonde pour la dStection d*une sequence d§termln€e 
d'ADN ou d*ARN. 

18. Application d'un d€rlv§ selon I'une des revendlcatlons 
1 it 6^ la purification d'une sequence d§tennlnee d'ABN ou d*ARN« 
10 19. Application d'un derive selon I'une des revendlcatlons 

1 a 6, dans lequel Z, Z' ou B represent e ou contlent un groupement 
actlvable, h tltre de nuclease artlfldelle sp^clflque d*une 
sequence d^termlnge d'ADN ou d*AKN« 

20. Application d*un derive selon l*une des revendlcatlons 
15 1 S 6 pour bloquer s^lectlvenent I'expression d'un gene solt par 
hybridation soit par coupure selective solt par modification 
chimlque du g^ne ou de son ARN messager d'orlgine cellulaire, 
virale, bactSrlenne ou parasltalre* 

• 21. Application d'un dgrivi selon l*une des revendlcatlons 
20 116 pour bloquer selectlvement 1' expression d'un ARN viral solt 
par hybridation soit par coupure solt par modlf lcat^;Lon chimlque de 
I'ARN viral ou de son ARN messager. 

22. Application d'un deriv€ de formule gSnirale : 




OH J 
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dans laquelle J et X sont d^flnls conme dans la revendlcatlon 1 et B 
reprSsente une base nuclelque naturelle It titre de sonde pour la 
dStectlon d*une sequence ditermlnee d^ADN ou d*ARN« 

23. Application d*un derive tel que dSfinl dans la reven- 
5 dicatlon 22 d la purification d*une sequence dSterminie d*ADN ou 

d*ABM. 

24. Application d*un deriv€ tel que dgflnl dans la reven- 
dlcatlon 22 pour bloquer sSlectlvement 1' expression d*un gSne par 
hybridation selective du gene ou de son AKN messager d'origine 

10 cellulairey virale^ bacterienne ou parasitaire, 

25. Application d'un derive tel que d€£ini dans la reven- 
dlcatlon 22 pour bloquer s€lectivement I'eicpression d*un ABN viral 
ou de son ARN messager. 

26. A titre de medicament . nouveau un d§riv§ selon l*une 
13 des revendications 116 utilisable comme antiviral, antitumoral« 

antibiotique ou antiparasitaire ou dans toute pathologie ou un gene 
est anormalement exprime soit par mutation soit par deregulation. 

27. A titre de medicament nouveau un derive tel que d§fini 
dans la ' revendication 22 utilisable comme antiviral, antitumoral, 

20 antibiotique ou antiparasitaire ou dans toute pathologie oii un glne 
est anormalement exprime soit par mutation soit par deregulation. 



